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Abstract 
Osteoporosis has one of the cause is lack of estrogen hormone. Commonly prevention therapy is by 
consuming high calcium milk, but it is not effective. Bali orange’s peel (Citrus maxima Merr.) is a waste 
material but contains phytoestrogen according to previous study. Considering of this result, fortification 
of high calcium milk and bali orange’s peel is expected to be an effective solution for osteoporosis in 
menopause woman. This research began with extraction of bali orange’s peel (BPE) in ethanol 70% by 
using maceration method. Ovariectomized Sprague dawley female rats are the model of post menopausal 
woman were treated by BPE for 28 days. The doses of BPE was given to rats 500 and 1000 mg/Kg BW 
combined with high calcium milk. Bone density was determined using digital microradiography, the 
profile showed the increase of bone density in group that treated with combination of BPE 1000 mg/Kg 
BW and high calcium milk compare to control and given only milk groups. Docking molecular showed 
that BPE active compound which are hesperidin and naringin could have interaction with estrogen 
receptor α and β. Overall, the result of this research showed that fortification of BPE with high calcium 
milk has good prospect to develop as effective therapy of osteoporosis. 
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1. PENDAHULUAN 
Osteoporosis atau tulang keropos 
merupakan suatu keadaan yang ditandai dengan 
adanya pengurangan dalam massa jaringan 
tulang per unit volume, sehingga tulang menjadi 
tipis, lebih rapuh dan mengandung sedikit 
kalsium (Liliana, 2000). Di Asia seperti 
dilaporkan oleh WHO dalam Sankaran (2000), 
patah tulang yang disebabkan oleh osteoporosis 
akan mengalami peningkatan yaitu dari 84.000 
orang pada tahun 1986 menjadi 6,26 juta orang 
pada tahun 2050, dan 71% patah tulang akan 
terjadi di negara berkembang. Satu dari delapan 
laki-laki dan satu dari dua wanita akan terkena 
osteoporosis dalam hidupnya, sehingga kejadian 
osteoporosis tertinggi terjadi pada wanita. 
Tingginya kejadian osteoporosis pada wanita 
menyebabkan kondisi ini menjadi masalah 
kesehatan masyarakat.  
Risiko osteoporosis pada wanita 
meningkat pada masa menopause. Menopause 
merupakan proses alamiah yang akan dialami 
setiap wanita. Pada fase ini terjadi penurunan 
fungsi indung telur dalam memproduksi 
estrogen, yang mengakibatkan berbagai 
gangguan fungsi fisiologis seperti osteoporosis 
(Kenny et al., 2000). Penurunan produksi 
hormon estrogen akan diikuti dengan 
meningkatnya kalsium yang terbuang dari tubuh 
seorang wanita (Perry and O’Hanlan, 2003). Hal 
ini secara berangsur akan menyebabkan 
penurunan kepadatan tulang sehingga tulang 
menjadi tipis, lebih rapuh, mengandung sedikit 
kalsium dan akhirnya menjadi keropos 
(Muirden, 1994). 
Penanganan osteoporosis yang dialami 
wanita menopause selama ini dengan 
mengkonsumsi susu tinggi kalsium dan 
suplemen kalsium. Pada wanita menopause yang 
mengkonsumsi suplemen kalsium, kekurangan 
kalsium menurun tetapi tetap saja osteoporosis 
terjadi (Nordin, 2009). Data dari survei gizi 
menunjukkan bahwa 30-40% perempuan usia 
menopause di Indonesia meminum susu, tetapi 
dari penelitian yang lain ternyata masih 
dijumpai tingginya prevalensi osteoporosis pada 
perempuan usia menopause (Arifin, 2010). Hal 
ini diperkirakan karena penyebab osteoporosis 
pada wanita menopause belum teratasi dengan 
baik. 
 Osteoporosis bukan hanya disebabkan 
karena kurangnya konsumsi kalsium tapi juga 
karena adanya penurunan produksi estrogen. 
Salah satu terapi yang dilakukan untuk mencegah 
defisiensi estrogen adalah dengan substitusi 
estrogen endogenik senyawa alam yang relatif 
lebih aman dalam bentuk fitoestrogen. 
Fitoestrogen merupakan senyawa kimia non 
steroid pada tumbuhan yang memiliki aktivitas 
estrogenik (Yildiz, 2005). Kulit buah jeruk bali 
(Citrus maxima), yang selama ini tidak 
dimanfaatkan, mengandung senyawa flavonoid 
yaitu naringin dan hesperidin yang telah terbukti 
sebagai fitoestrogen (Choi et al., 2007). Ekstrak 
kulit jeruk bali (EJB) memiliki efek estrogenik 
dalam meningkatkan densitas tulang, memodulasi 
kolesterol darah, meningkatkan proliferasi sel 
payudara dan meningkatkan bobot uterus (CCRC 
unpublished data, 2011). Produk susu tinggi 
kalsium telah lazim dikonsumsi untuk mengatasi 
osteoporosis. Oleh karena itu ekstrak kulit jeruk 
bali difortifikasikan pada susu tinggi kalsium. 
Fortifikasi  adalah penambahan zat gizi yang 
diperoleh atau sengaja ditambahkan dari luar dan 
bukan berasal dari bahan pangan asli tersebut 
dengan kriteria untuk masing-masing 
penambahan zat gizi tertentu yang berbeda 
(BPOM, 2003). 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
interaksi antara fitoestrogen yang terkandung 
dalam kulit jeruk bali dengan reseptor estrogen 
menggunakan metode molecular docking yang 
kemudian menjadi dasar untuk pengujian in vivo 
untuk mengetahui efek yang ditimbulkan oleh 
kombinasi susu tinggi kalsium dengan ekstrak 
kulit jeruk bali terhadap tikus Sprague Dawley 
betina terovariektomi. Hasil dari penelitian ini 
diharapkan dapat menjadi dasar dalam 
memformulasikan susu tinggi kalsium dengan 
ekstrak kulit jeruk bali, dan dapat menyelesaikan 
masalah osteoporosis pada wanita menopause. 
 
2. METODE PENELITIAN 
Tempat dan waktu pelaksanaan. Penelitian ini 
dilaksanakan di Laboratorium Cancer 
Chemoprevention Research Center, 
Laboratorium Teknologi dan Formulasi, serta 
Laboratorium Bagian Biologi Farmasi 
Universitas Gadjah Mada pada bulan Februari 
hingga Juni 2013. 
   
Ekstraksi. Seperangkat alat gelas, pengayak 
tepung B40, seperangkat alat maserasi, rotary 
evaporator, dan oven. 
 
Uji In Vivo. Seperangkat alat gelas, seperangkat 
alat bedah, neraca elektrik (Shimazu type LS-
6DT), kamera (Kodak), spuit per oral, alat 
rontgen, spektrofotometer,  sentrifuge, 
mikropipet, microcentrifuge tube, pipa kapiler, 
sarung tangan latex. 
 
Molecular Docking. PC, software PLANTS 1.1 
manual, Co-Pendrivelinux-KDE, YASARA dan 
MarvinSketch 
 
Bahan Utama. Bahan uji berupa kulit buah 
jeruk bali (Citrus maxima Merr.) yang diperoleh 
dari Jedigan, Trirenggo, Bantul. Susu yang 
digunakan dalam fortifikasi adalah susu tinggi 
kalsium yang digunakan untuk osteoporosis. 
 
Subjek Uji. Subjek uji yang digunakan pada 
penelitian ini yaitu tikus betina galur Sprague 
Dawley berumur 50 hari dengan berat badan  
86-118 gram yang diperoleh dari Unit 
Pengembangan Hewan Percobaan UGM. Tikus 
dibagi sebanyak 6 ekor tiap kelompok 
ditempatkan dalam kandang dengan suhu sekitar 
28-32oC, kelembaan nisbi 98%, dan diberi 
makanan pellet serta diberi air ledeng. Tikus 
diadaptasikan selama 3 hari. 
 
Bahan Ekstraksi. Etanol 70% (Merck). 
 
Uji Kromatografi Lapis Tipis. Fase diam plat 
silika gel GF 254, sebagai fase gerak digunakan 
etil asetat: methanol: asam formiat (95:5:0,5 % 
v/v). Sebagai senyawa pembanding rutin, 
naringenin, dan hesperidin. 
 Uji In Vivo. CMC Na (E.Merck) sebagai 
pensuspensi ekstrak simplisia, aquadest, NaCl 0,9 
% (Sigma) sebagai larutan fisiologis. 
 
Prosedur Penelitian 
 
Preparasi Ekstrak Etanolik dan Uji KLT 
(Kromatografi Lapis Tipis. Serbuk kulit jeruk 
bali disari dengan metode maserasi menggunakan 
etanol 70% dengan perbandingan 1:10. Filtrat 
yang terkumpul diuapkan dengan Rotary 
Evaporator. Ekstrak dielusi menggunakan fase 
diam silika gel GF 254 dan fase gerak etil asetat: 
metanol: asam fomiat (95:5:0,5%v/v/v). Plat 
KLT yang selesai di elusi kemudian dikeringkan 
dan direaksikan dengan AlCl3 melalui 
penyemprotan. Kemudian plat diamati pada 3 
jenis sinar yaitu tampak, UV 254 nm, dan UV 
366 nm. 
 
Ovariektomi dan Perlakuan. Ovariektomi 
adalah proses pemotongan ovarium sehingga 
tikus dalam keadaan defisiensi estrogen. Tikus 
usia 50 hari dianestesi dengan ketamin secara 
intra muscular. Rambut tikus dicukur di area 
bedah seluas 4 cm2. Insisi pada area bedah (agak 
menjorok ke dalam tubuh jika dipegang atau 2 
cm mengikuti tulang belakang dengan jarak 1,5 
cm dari tulang belakang). Ovarium dicari 
kemudian dipotong dan disisihkan. Kulit dalam 
dijahit sebanyak 1 simpul dan kulit luar sebanyak 
dua simpul. 
 
Hewan Uji dibagi menjadi 7 kelompok yaitu 
baseline non ovariektomi (Kelompok I), base line 
ovariektomi (Kelompok II), kontrol tanpa 
perlakuan (Kelompok III), kontrol estradiol 
(Kelompok IV), kelompok susu saja (Kelompok 
V), perlakuan susu dan EJB 500 mg/kg BB 
(Kelompok VI), serta perlakuan susu dan EJB 
1000 mg/kg BB (Kelompok VII). Pada hari ke 70 
kelompok I dan II dikorbankan dan dimabil 
sampel tulangnya, sedangkan kelompok lain 
diberikan perlakuan selama 28 hari. Pada hari ke-
98 semua kelompok dinekropsi dan dimabil 
sampel tulangnya untuk diukur densitas 
tulangnya. Desain penelitian pada Gambar 1. 
 
 
Kelompok 
Umur tikus 
Pengamatan 50  
Hari 
  
70 
Hari 
  
98 
Hari 
Base line           Penetapan 
non-ovariektomi densitas tulang 
Base line  
Ovariektomi 
       
Kontrol tanpa perlakuan        
Kontrol estradiol        
Kontrol susu        
Perlakuan susu+ekstrak 500 mg/kg 
BB 
       
Perlakuan susu+ekstrak 1000 mg/kg 
BB 
       
 : Pura-pura ovariektomi (Shame Operated)   : Nekropsi (dikorbankan) 
  : Ovariektomi    : Perlakuan 
  : Fase Pemulihan   
 
Penetapan Densitas Tulang. Sampel tulang 
femur yang diambil pada bagian paha dikoleksi 
di akhir masa perlakuan. Sampel yang telah 
dibersihkan diukur densitasnya dengan sinar X 
di Laboratorium Fisika Citra Fakultas MIPA 
UGM.  
 
Molecular Docking. Data struktur ER 
(Estrogen Receptor) α dan β yang menjadi 
target docking diunduh melalui website 
http://www.pdb.org. File struktur protein target 
yang sudah didapat kemudian diolah 
menggunakan software YASARA untuk 
mengatur kondisi lingkungan sesuai dengan 
kondisi fisiologis manusia sehingga simulasi 
pembentukan kompleks antara protein dengan 
target benar-benar mendekati kondisi aslinya 
dalam tubuh.  
Ligan asli, yaitu estrogen juga dipreparasi 
dengan software YASARA. Struktur brazilin 
dan brazilein digambar menggunakan software 
MarvinSketch. Kedua ligan dipreparasi dengan 
MarvinSketch hingga diperoleh 4 jenis 
konformasi. Setelah preparasi ligan dan protein 
selesai, kedua ligan ini siap untuk di-docking-
kan menggunakan software PLANTS. 
Selanjutnya masukkan data mengenai protein 
target dan ligan dalam bentuk configuration 
file  
Analisis Data 
Analisis Densitas Tulang. Data densitas 
tulang dianalisis menggunakan statistika SPSS 
17.0 metode ANOVA yang dilanjutkan dengan 
Uji Tuckey untuk mengetahui signifikansi 
perbedaan antar kelompok. 
  
  
  
Molecular Docking. Pemilihan metode 
docking dilakukan berdasarkan hasil validasi 
ligan pembanding ATP. 
 
Validasi dilakukan dengan menganalisis nilai 
RMSD dari ligan asli dengan ligan asli 
konformasi terbaik. Dari hasil docking akan 
diperoleh skor docking yang berkorelasi secara 
langsung dengan energy Gibbs (ΔG). 
 
Nilai ΔG menunjukkan kekuatan ikatan antara 
ligan dan reseptor. Semakin rendah harga ΔG, 
maka ikatannya semakin kuat dan stabil. 
Sebaliknya, semakin tinggi ΔG, maka ikatannya 
semakin lemah dan tidak stabil. Jika ikatan 
antara naringin atau hesperidin dan ER-α atau 
ER-β semakin stabil, maka efek aktivasi 
reseptor estrogen yang dihasilkan juga akan 
semakin kuat. 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Uji Kualitatif Kandungan Ekstrak Kulit 
Jeruk Bali dengan Metode Kromatografi 
Lapis Tipis. Ekstrak etanolik kulit jeruk bali 
(EJB) diduga mengandung senyawa flavonoid 
naringin, hesperidin, rutin, tangeretin dan 
nobiletin (Choi et al., 2007). Untuk menguji 
kandungan flavonoid ekstrak, digunakan 
metode kromatografi lapis tipis (KLT). Melalui 
kromatografi lapis tipis dapat diketahui secara 
kualitatif kandungan senyawa flavonoid dalam 
ekstrak. Sebagai senyawa pembanding 
digunakan naringenin, hesperidin, dan rutin 
yang menurut penelitian sebelumnya terdapat 
dalam ekstrak kulit jeruk bali. 
Gambar 1. Desain Perlakuan 
 
 
Gambar 2. Profil KLT Ekstrak etanolik kulit jeruk bali. Menggunakan fase diam silika gel GF 254 
dan fase gerak etil asetat:metanol:asam formiat (95:5:0,5% v/v/v). (1) EJB; (2) Rutin; (3) 
Naringenin; (4) Hesperidin. Diketahui terdapat bercak pada hasil elusi EJB yang memiliki 
Rf yang sama dengan ketiga senyawa pembanding namun dengan intensitas yang berbeda. 
Senyawa dominan yang terkandung dalam EJB yaitu hesperidin. Setelah dilakukan reaksi 
semprot menggunakan AlCl3 dan diamati pada UV 366 nm terlihat beberapa bercak yang 
berfluoresensi hijau kuning yang menandakan senyawa flavonoid. 
 
Menurut Wagner et al. (1984) karakter senyawa 
golongan flavonoid ditandai dengan adanya 
fluoresen hijau kuning di bawah UV 366 nm. 
Sehingga dapat diketahui bahwa senyawa yang 
terkandung dalam EJB merupakan golongan 
flavonoid. Berdasarkan profil KLT yang didapat 
dapat disimpulkan bahwa senyawa flavonoid 
yang telah teridentifikasi dalam EJB yaitu rutin, 
naringin, dan hesperidin. Hal ini dapat dilihat 
melalui kesamaan jarak Rf masing – masing 
bercak dan warna fluoresen yang mirip setelah 
diamati di bawah UV 366 nm. 
 Efektivitas Penambahan EJB pada Susu 
Tinggi Kalsium terhadap Peningkatan 
Densitas Tulang Tikus Terovariektomi. Hewan 
uji diovariektomi dengan tujuan agar hewan uji 
mengalami defisiensi estrogen dan tidak 
menerima asupan estrogen selain dari EJB 
maupun estradiol. Hal tersebut dilakukan dengan 
tujuan untuk mengetahui efek estrogenik EJB 
dalam meningkatkan kepadatan tulang. Profil 
densitas tulang masing-masing kelompok dapat 
dilihat pada Gambar 3. 
 
   
Dari profil bercak dapat diketahui jenis 
kepolaran dan golongan senyawa yang 
terkandung dalam ekstrak. Dari data Retention 
factor (Rf) dapat      diketahui       kepolaran 
dari senyawa yang terkandung dalam EJB.  
 Selain itu, dapat diketahui golongan senyawa 
yang terkandung melalui perubahan warna 
setelah dilakukan reaksi semprot menggunakan 
AlCl3. 
 
 
Gambar 3. Profil densitas tulang vemur tikus pada tiap kelompok perlakuan. Nilai menunjukkan 
rata-rata+SD. Profil densitas tulang kelompok perlakuan tidak berbeda signifikan (P<0.05) 
berdasarkan uji ANOVA dilanjutkan dengan Uji Tuckey. Namun demikian, ada 
kecenderungan kenaikan densitas tulang pada perlakuan susu dan EJB dosis 1000 mg/kg BB 
jika dibandingkan dengan kontrol tanpa perlakuan dan kelompok yang diberi susu saja. 
 
Densitas tulang pada kelompok baseline 
OVX menurun dibanding baseline Non OVX 
hal ini menunjukkan bahwa operasi ovariektomi 
telah berjalan dengan baik. Berdasarkan uji 
statistik yang dilakukan diketahui bahwa profil 
densitas tulang kelompok perlakuan tidak 
berbeda signifikan dengan kelompok kontrol, 
baik perlakuan estradiol maupun perlakuan EJB. 
Namun ada kecenderungan peningkatan 
densitas tulang dari kelompok yang diberi 
perlakuan kombinasi susu dengan EJB dosis 
tinggi jika dibandingkan dengan kontrol susu. 
Hal ini menunjukkan bahwa EJB berpotensi 
meningkatkan efektivitas susu dalam 
meningkatkan densitas tulang. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian 
kombinasi susu tinggi kalsium dengan EJB 
secara umum berpotensi meningkatkan densitas 
tulang tikus terovariektomi. Pada keadaan 
defisiensi estrogen, kalsium yang ada dalam 
tubuh tidak dapat secara optimal memperbaiki 
kepadatan tulang. Hal ini diakibatkan tidak 
seimbangnya kerja sel pembentuk dan 
perombak tulang. Kekurangan estrogen 
menyebabkan aktivitas perombakan tulang lebih 
tinggi. Dengan penambahan EJB yang bersifat 
estrogenik dapat mengoptimalkan dalam  
 menjaga kepadatan tulang. Mekanisme ini 
diperantarai oleh penghambatan aktivitas 
osteoklas melalui osteoprotegerin (OPG). 
 
Interaksi Reseptor Estrogen α dan β terhadap 
Kandungan Flavonoid Ekstrak Kulit Jeruk 
Bali melalui Molecular Docking. Docking 
dilakukan untuk memprediksi kemampuan 
senyawa aktif (ligan) untuk berinteraksi dengan 
reseptor estrogen (ERα dan ERβ). Estrogen 
merupakan reseptor intraseluler yang merupakan 
salah satu regulator pada metabolisme kalsium. 
Estrogen jika diaktivasi oleh ligan akan 
mempengaruhi diferensiasi osteoklas melalui 
pembentukan osteoprotegerin (OPG).     
 
Ligan asli yang digunakan adalah 17β-estradiol 
untuk membandingkan kemampuan ikatan atau 
afinitas naringenin dan hesperidin dengan 
reseptor estrogen. Parameter yang digunakan 
adalah score docking yang merepresentasikan 
energi yang dibutuhkan untuk berikatan. Semakin 
rendah score docking yang diperoleh semakin 
kuat ikatan senyawa dengan ligannya. Score 
docking senyawa ligan pada estrogen reseptor 
dapat dilihat pada tabel 1. 
 
Tabel 1.  Score docking pada ERα dan Erβ 
 
Ligan 
Score 
ERα ERβ 
Estrogen (17β-estradiol) -20,00 -20,00 
Naringenin -19,97 -18,99 
Hesperidin -19,98 +49,12 
 
Hasil docking menunjukkan bahwa naringin dan 
hesperidin mempunyai afinitas yang hampir 
sama dengan 17β-estradiol terhadap Erα. Hal ini 
dikarenakan score docking naringin dan 
hesperidin hampir sama dengan 17β-estradiol. 
Namun hasil docking pada Erβ menunjukkan 
bahwa hanya naringin yang mempunyai score 
docking yang hampir sama dengan 17β-
estradiol, sedangkan hesperidin mempunyai 
score docking yang jauh lebih besar. Dengan 
demikian,      hanya      naringin     yang 
 mempunyai afinitas dengan Erβ, sedangkan 
hesperidin tidak. Perbedaan score docking pada 
senyawa hesperidin menunjukkan keselektifan 
dalam aktivasi reseptor estrogen. Hal ini 
menjadikan hesperidin potensial sebagai zat 
estrogenik yang minim efek samping. Aktivasi 
reseptor estrogen β secara kuat akan memicu 
meningkatnya resiko kanker rahim pada wanita. 
Hasil docking ini menguatkan penelitian 
sebelumnya yang menyebutkan bahwa senyawa 
flavonoid tersebut bersifat estrogenik. 
 
 
 
 
(a)                                               (b)                                                     (c) 
 
Gambar 4. Visualisasi docking menggunakan aplikasi Moe. Menggambarkan interaksi ligan dengan 
ERβ. Ligan (a) merupakan estrogen; (b) naringenin; (c) hesperidin pada gambar berwarna 
merah yang masing2 berikatan pada sisi aktif reseptor yang sama. Dilaporkan bahwa ikatan 
yang terjadi antara ligan dan reseptor yaitu ikatan hidrogen yang disimbolkan dengan warna 
merah muda dan ikatan hidrofobik melalui warna hijau. 
KESIMPULAN 
Kombinasi ekstrak kulit jeruk bali dan susu 
tinggi kalsium berpotensi meningkatkan 
densitas tulang tikus betina terovariektomi 
karena adanya fitoestrogen yang mampu 
berikatan dengan Estrogen Response Element 
(ERE) yang dibuktikan dengan molecular 
docking. 
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